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RESUMEN

TITULO: EFECTO DEL TIEMPO DE CULTIVO EN LA PRODUCTIVIDAD DE METABOLITOS DE
VALOR AGREGADO EN Chlorella vulgaris UTEX 1803*

AUTORES:
PORRAS Cardenas Leidy Tatiana **
PRADA Rodriguez Carlos Eduardo **

PALABRAS CLAVE:Chlorella vulgaris, metabolito, condiciones mixotroficas.

Descripcién

Tanto el tiempo de cultivo, como las modificaciones realizadas al medio Bold Basal, incrementan la
productividad de biomasa, carbohidratos, proteinas, lipidos y pigmentos en cultivos semi-continuos
de microalgas. Se analiz6 el efecto del tiempo de cultivo en la productividad de metabolitos de
valor agregado en Chlorella vulgaris UTEX 1803. Para ello, se realizé el montaje experimental de
nueve tratamientos bajo condiciones mixotréficas (acetato: 5, 10 y 20mM vy nitrato: 1,03, 1,47 y
2,94mM); posteriormente se midié la biomasa y los compuestos metabdlicos producidos durante
los dias 0, 5, 10 y 15 de cultivo. De los resultados obtenidos, se pudo concluir que el mejor
escenario para la obtencion de biomasa fue Ty (2,94mM nitrato y 20mM acetato) con una
productividad de 3,8900g/l, 2 veces mayor respecto al control (2,94mM nitrato y OmM acetato) en
tan solo 10 dias de cultivo. Para el caso de proteinas y carbohidratos, el mejor escenario fue el
control con una produccion de 0,1607g/l de carbohidratos (14% de la biomasa total) y 0,58869/I de
proteinas (53% de la biomasa total) en los 5 primeros dias. En cuanto a la produccion de lipidos, el
mejor escenario fue T; (2,94mM nitrato y 5mM acetato), con una productividad de 0,5003g/l (21%
de la biomasa total), 10 veces mayor respecto al tratamiento control en 10 dias. Finalmente, se
pudo apreciar que la productividad de pigmentos totales no fue representativa (hasta 5% de la
biomasa total), por tanto se puede aprovechar este metabolito de cualquiera de los escenarios
planteados.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias FisicoQuimicas. Escuela de Ingeria Quimica. Directores: Directores: Ph.D. KAFAROV
Viatcheslav y M.Sc. BARAJAS Cris6stomo. Codirector: Bi6logo BARAJAS Andrés Fernando.
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ABSTRACT

TITLE: CULTURE TIME’S EFFECT ON THE VALUE-ADDED METABOLITES’ PRODUCTIVITY IN
Chlorella vulgaris UTEX 1803*

AUTHORS:
PORRAS Cardenas Leidy Tatiana **
PRADA Rodriguez Carlos Eduardo **

KEY WORDS:Chlorella vulgaris, metabolite, mixotrophics conditions.

Description

Both, the culture time and the modifications made to the bold basal culture, increase the biomass,
carbohydrates, proteins, lipids and pigments’ productivity in microalgas’ semi-continuous cultures. It
was analyzed culture time’s effect on the value-added metabolites’ productivity in Chlorella vulgaris
UTEX 1803. For that, it was made the assembly of nine treatments under mixotrophics conditions
(acetate: 5, 10 and 20mM and nitrate: 1,03, 1,47 and 2,94mM); after that, biomass and metabolic
compounds were measured during the 0, 5, 10 and 15 culture days. From the obtained results it is
concluded that the best scenario for biomass’ production was Ty (2,94mM nitrate and 20mM
acetate), with a productivity of 3,8900g/l, 2 times higher than the control treatment (2,94mM nitrate
and OmM acetate) in just 10 days of culture. In the case of carbohydrates and proteins, the best
scenario was the control treatment with a production of 0,1607g/l of carbohydrate (14% of total
biomass) and 0,5886g/I of protein (53% of total biomass) in the first 5 days. Regarding the lipids’
production, the best scenario was T, (2,94mM nitrate and 5mM acetate), with a productivity of
0,5003g/l (21% of total biomass), 10 times higher compared to the control treatment in 10 days.
Finally, it could be seen that the total pigments’ productivity was not representative (untill 5% of total
biomass), therefore this metabolite can be exploited for any of the presented scenarios.

*Thesis.
**Faculty of Physicochemical Engineering. Department of Chemical Engineering. Directores: Ph.D. KAFAROV Viatcheslav y
M.Sc. BARAJAS Cris6stomo. Codirector: Biélogo BARAJAS Andrés Fernando.
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INTRODUCCION

Las microalgas usan dioxido de carbono, agua, energia luminica y algunos
nutrientes inorganicos, para sintetizar diversos metabolitos (proteinas,
carbohidratos, lipidos y pigmentos) por medio de la fotosintesis (Chisti, 2007), por
tanto, constituyen una opcion adecuada para la produccion de compuestos tales
como biodiesel, bioetanol, biometano, biohidrogeno, ademés de algunos farmacos,
productos de cosméticos, alimento para animales y suplementos proteicos de alto
nivel nutricional (Schenk et al., 2008), (Spolaore et al., 2006).

Algunas especies, presentan amplios espectros de 4cidos grasos, en comparacion
con las plantas oleaginosas, que contienen una estructura molecular con incluso
mas de 18 atomos de carbono (Belarbi et al.,, 2000). Estos microorganismos,
amplian la perspectiva respecto a la produccion de aceites, debido a su capacidad
de generar hasta treinta veces mas aceite que la semilla de soya por unidad de
area. Su gran importancia, esta relacionada con la calidad de los acidos grasos,
gue son en gran parte insaturados como el linoleico, ecosapentanoico, y el acido
docosahexanoico (Skjak-Braek, 1992). Ademas se encontrd0 que poseen gran
potencial para ser usadas como materia prima en la elaboracion de biodiesel, pues
presentan altas tasas de crecimiento y produccion de lipidos transesterificables
(Brennan & Owende, 2010). Cuando las microalgas son sometidas a condiciones
de estrés impuestas por estimulos ambientales, fisicos (temperatura e intensidad
luminosa) y quimicos (deficiencia de nitrégeno, fosforo, azufre y silicio, salinidad y
pH del medio de cultivo), solos o en combinacién, puede ocurrir sintesis y
acumulacion de triglicéridos, acompafiada de alteraciones en la composicion de
lipidos y acidos grasos. La carencia de nitrégeno, es respecto a los nutrientes el
factor que mas afecta la produccion de lipidos (De & Chaudhury, 1999), (Li et al.,
2008), (Hu et al., 2008), (Mendoza et al., 2008), (Solovchenko et al., 2008),
(Gouveia & Oliveira, 2009), (Rodolfi et al., 2009).

13



Ciertos pigmentos obtenidos a partir de microalgas, son usados como colorantes
naturales en alimentos, cosméticos y en investigacion (Borowitzka, 1995). La
astaxantina, un carotenoide producido por Haematococcus pluvialis ha sido
empleada con éxito en la alimentacion de salmones, con el fin de dar color rosa
intenso a la carne de éstos peces, haciendo mas atractivo el producto para los
consumidores (Olaizola, 2003). Otros carotenoides como la luteina y la
zeaxantina, también se han usado en la alimentacion de peces y aves de corral
(Pulz & Gross, 2004).

Chlorella vulgaris, contiene entre 51-58% de proteinas, 12-17% de carbohidratos,
14-22% lipidos y una cantidad considerable de carotenoides y vitaminas (Becker,
2004). Se ha determinado que este microrganismo, bajo condiciones de oscuridad,
en fotobioreactores cerrados, y a altas concentraciones salinas, es capaz de
producir etanol y otros alcoholes por medio de la fermentacion anaerdbica del
almidon, que se puede acumular tras la fotosintesis o que puede suministrarse al
cultivo directamente. Esta tecnologia representa un potencial de produccion de
10.000 galones por hectarea al afio, y se estima que pueda convertir una tonelada
de CO; en aproximadamente 60-70 galones de etanol (Ami, 2008).

Sin embargo la produccion de biocombustibles a partir de la biomasa algal no es
del todo rentable, debido a que la fraccion lipidica extraida de las células, se
encuentra en menor proporcion respecto a metabolitos predominantes como
proteinas, lo cual requiere la valorizacion integral de la materia prima total,
mediante lo que se denomina biorefineria (Gonzalez & Kafarov, 2011). Las
biorefinerias pueden ser definidas como instalaciones que integran el proceso de
conversion de biomasa y la infraestructura para producir combustibles, energia,
materiales y otras sustancias quimicas a partir de la misma. Mediante la obtencion
de multiples productos, una biorefineria puede tomar ventaja de las diferencias

existentes entre los componentes celulares e intermediarios metabdlicos vy
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maximizar asi, el valor derivado de la materia prima biolégica (Fatih Demirbas,
2009).

Muchas algas tienen la capacidad de aprovechar sustratos organicos para la
biosintesis y mantenimiento celular, y no estdn restringidas por procesos
fotosintéticos; por tanto, la adicion de ciertos compuestos de este tipo, puede
suministrar la energia adicional necesaria en situaciones de limitacion de luz
(Martinez, 1997). La incorporacion de estos nutrientes, constituyen lo que se
conoce como cultivos mixotréficos que combinan la habilidad metabdlica
heterétrofa y autotrofa de las microalgas (Xiong et al., 2010). Estudios sobre el
crecimiento mixotréfico se han enfocado en algas verdes como C. vulgaris (Liu et
al., 2009) debido a que éstas han demostrado la capacidad de oxidar y utilizar el
acetato como fuente de carbono para su crecimiento en la oscuridad (Merrett &
Syrett, 1960). Adicionalmente, se ha determinado que su metabolismo incrementa,
debido a una alta incorporacion de carbono organico a partir del acetato dentro de
las células, llevando asi a la formacion de lipidos, polisacéaridos y proteinas (Syrett
et al., 1964). Segun Huppe & Turpin (1994), la variacion en la concentracion de
carbono y nitrégeno puede incrementar la productividad de ciertos componentes
generados por el alga.

Aunque los cambios fisico-quimicos inciden considerablemente en la produccion
de metabolitos, no se ha determinado a profundidad la influencia de parametros
como el tiempo sobre la misma. Por tanto, este trabajo se enfoca en evaluar las
condiciones Optimas para el cultivo, la incidencia del tiempo en la productividad de
proteinas, lipidos, pigmentos y carbohidratos, asi como la velocidad de consumo

de nitrégeno y fosforo en la microalga C. vulgaris UTEX 1803.
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1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 1. Descripcion metodologica del proceso.
Biomasa
Carbohidratos

Proteinas

Microalgay Descripcién

medio de de Mediciones Lipidos
cultivo tratamientos

Pigmentos

Nitrato

Fosfato

1.1 MICROALGA Y MEDIO DE CULTIVO

La microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquirida de la coleccion de cepas
proveniente de la Universidad de Texas por un costo de $2°000.000, 500ml
(Austin, Texas, USA); se cultivd en medio Bold Basal, cuya composicion en g/l es:
NaNO;3 (2,94 X 107%), MgS0,4.7H,0 (3,04 X10™), NaCl (4,28 X 10%), K.HPO, (4,31
X 10™), KH,PO,4 (1,29 X 10®), CaCl,.2H,0(1,70 X 10 y micronutrientes (g/l)
ZnS0,.7H,0 (3,07 X 10°), MnCl».4H,0(7,28 X 10°), MoO; (4,93 X 10°),
CuS0,.5H,0 (6,29 X 10°), Co(NO3),.6H,0(1,68 X 10°), HsBO; (1,85 X 10,
EDTA (1,71 X 10, KOH (5,53 X 10#), FeS0,4.7H,0 (1,79 X 10™).
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1.2 DESCRIPCION DE TRATAMIENTOS

Se realiz6 el montaje de nueve tratamientos con su respectivo duplicado, a
diferentes concentraciones de acetato y nitrato de sodio representadas en mili-
moles (mM) (tabla 1), como reactores se usaron botellas plasticas transparentes
de 2,51 con diametro interno de 14cm y 35cm de altura, se trabajé un volumen del
cultivo de 2I. Los reactores se acoplaron a un sistema de aireacion por burbujeo
para la inyeccion de aire con el fin de mejorar la homogeneidad de todo el cultivo.
Las condiciones de operacion fueron: temperatura entre 20°C y 25°C, pH neutro y

ciclo luz-oscuridad 12:12h.

Tabla 1. Concentraciones de nitrato y acetato para los nueve tratamientos.

NUTRIENTE/TRATAMIENTO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
NITRATO DE SODIO (mM) 1,03 1,03 1,03 1,47 1,47 1,47 2,94 2,94 2,94
ACETATO DE SODIO (mM) 5 10 20 5 10 20 5 10 20

1.3 MEDICIONES

Se realizaron mediciones a los nueve tratamientos, durante los dias O, 5, 10, 15,
de cultivo, con el fin de cuantificar tanto la produccion de metabolitos como el

consumo de nitrato y fosfato durante este tiempo.

1.3.1 Cuantificacion de Biomasa

Para determinar la concentracion de biomasa se tomaron 5ml de cada uno de los
tratamientos durante los dias 0, 5, 10 y 15 del cultivo y posteriormente, se midio la
densidad Optica a una longitud de onda de 500nm en un espectrofotometro
Spectroquant Pharo 300 (Merck) a las 9am (fase oscuridad) y 4pm (fase luz). La

densidad 6ptica (DO) fue correlacionada con la cantidad de biomasa (g/l) de
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acuerdo a la ecuacion de calibracién que se determind a partir de biomasa seca

en el laboratorio:

Cp(g/l) =1,316 * (DO)509 + 0,173 (1)

1.3.2 Determinacion de Carbohidratos

Para llevar a cabo este proceso, se implementdé el método colorimétrico fenol-
acido sulfarico (Dubois et al., 1956), con el fin de determinar los diferentes
monosacaridos presentes en la muestra. Para la ejecucion del método, se tomo
1ml de muestra de cada uno de los tratamientos, se centrifugd a 3400 rpm en una
centrifuga (DYNAC) durante 20 minutos, con el fin de separar la biomasa del
medio. Posteriormente se adicionaron 10ml de etanol para extraer el pigmento
presente en la muestra y evitar asi el posible ruido generado por la clorofila. Luego
se calent6 a 25°C al bafio maria durante 10 minutos y se centrifugé nuevamente a
las condiciones anteriormente mencionadas. Tras la segunda centrifugacion se
obtuvo biomasa libre de pigmentos como precipitado y extracto de pigmentos
como sobrenadante. Se adicionaron 0,3 g de carbdén activado para eliminar el
color de los pigmentos presentes en el sobrenadante, evitando asi una alteracion
en la medicion, adicionalmente se agitd y se filtr6. Se tomd tanto el precipitado,
como 1ml del filtrado incoloro y se les adicionaron 5ml de &cido sulfdrico de 95-
97% ylml de fenol al 5%.Para finalizar, se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck) a longitudes de onda de
480nm para identificar Xilosa y 490nm para Glucosa. Los blancos usados para
esta medicion fueron acido sulfarico-fenol para el precipitado y fenol-etanol-acido

sulfurico para el sobrenadante.

1.3.3 Determinacién de Proteinas totales
Para determinar la cantidad de proteinas totales producidas, se partid del
procedimiento descrito por Illlman et al. (2000). Se tomaron 10ml de muestra de

cada uno de los tratamientos, se centrifugd a 3400 rpm en una centrifuga
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(DYNAC) durante 20 minutos, luego se agregd 1ml de solucion de NaOH 1My se
centrifugd nuevamente a las condiciones anteriormente mencionadas.
Posteriormente se aplico el método de Biuret, planteado por Dorey & Draves
(1998), se tomd el sobrenadante y se afadieron 5ml del reactivo biuret,
transcurridos 20 minutos se midié la absorbancia a una longitud de onda de
540nm en un espectrofotdbmetro Spectroquant Pharo 300 (Merck), el blanco usado
fue biuret-NaOH. Se realizé una curva de calibracion partiendo de una preparacion

de ovoalbumina con una concentracion maxima de 2 g/l.

1.3.4 Determinacién de Lipidos por extraccion

La extraccion lipidica se realizd siguiendo el protocolo soxhlet a base de hexano,
modificado por el centro de investigacion para el desarrollo sostenible en industria
y energia (CIDES) de la Universidad Industrial de Santander (Gonzalez, 2010).
Para llevar a cabo este procedimiento, se secaron 10g de biomasa, durante un
periodo de 12h a 200°C, después se homogenizé la biomasa usando un mortero y
se llevo al horno durante 3h a una temperatura de 125°C. Finalmente, se pesaron
5g de dicha biomasa y se envolvieron en papel de filtro (tamafio de poro de
90mm), este montaje ingres6 al soxhlet y permanecié alli durante 16h, tiempo

requerido para lograr una adecuada extraccion.

1.3.5 Determinacion de Pigmentos

Para realizar este proceso se tomaron 10ml de muestra de cada uno de los
tratamientos, se centrifugé a 3400 rpm en una centrifuga (DYNAC) durante 20
minutos, luego se agrego a la biomasa decantada un volumen de 3ml de etanol al
95% y se calenté al bafio maria durante 10 minutos a 100°C. Posteriormente se
afor6 hasta 5miconetanol al 95% y se centrifugé nuevamente a las condiciones
anteriormente mencionadas, con el fin de eliminar la biomasa libre de pigmento.
Finalmente, se us6 el método espectrofotométrico propuesto por Wiley & Sons

(2005) para cuantificar clorofila a (C,) y clorofila b (Cp). Siguiendo la metodologia,

19



se midié la absorbancia a longitudes de onda de 664nm y 649nm en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck) y se aplicaron las siguientes

ecuaciones propuestas por los autores anteriormente mencionados.

Etanol:
€q (ug/ml) =13, 36A664,1 — 5,19464386 (2)
cp (ug/ml) = 27, 43A6486 — 8,124664,1 (3)

1.3.6 Consumo de Nitrato (NO3s-N)

Para determinar la cantidad de nitrdgeno consumido, se utilizé como referencia el
método espectrofotométrico propuesto por Clesceri et al. (1999). Se tomaron 50ml
de muestra de cada uno de los tratamientos, se centrifug6 a 3400 rpm en una
centrifuga (DYNAC) durante 20 minutos para separar la biomasa del medio y se
adicioné 1ml de solucion de HCL 1N, luego se agitd durante 1 min y se dejo
reaccionar durante 10 minutos. Para finalizar se midié la absorbancia en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck) a longitudes de onda de
220nm y 275nm, estos valores fueron remplazados en la ecuacion 4.El blanco

usado para esta medicidn fue el mismo volumen demuestra-agua destilada.

valor corregido = (2 X A375) — A3z (4)

1.3.7 Consumo de Fosfato (PO4-P)

Para llevar a cabo el procedimiento, se implementd el proceso descrito en el libro
métodos estandar para la determinacion de aguas residuales (Clesceri et al.,
1999), siguiendo el protocolo se tomaron 30ml de muestra de cada uno de los
tratamientos, se centrifugé a 3400 rpm en una centrifuga (DYNAC) durante 20
minutos. Posteriormente se adicionaron 10ml de metavanadato molibdato y 10ml

de agua destilada para obtener un volumen de 50ml. Para finalizar, se midi6 la
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absorbancia en un espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck) a una
longitud de onda de 470nm. El blanco usado para esta medicion fue metavanadato

molibdato-agua destilada.

1.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron ensayos a priori de normalidad y homogeneidad de varianzas, segun
las pruebas de kolmogorov Smirnof y Levene, respectivamente (Zar, 1999) en el
programa STATISTICA 8.0 (StatSoft. Inc. 1984-2007). Los resultados se
analizaron utilizando el método de varianza (Anova Factorial), donde se determiné
la relacion existente entre el tiempo, las concentraciones de nitrato-acetato y la
productividad de biomasa y los diferentes metabolitos, con un nivel de significancia
del 95%.

21



2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA EN FUNCION DEL TIEMPO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITRATO Y ACETATO.

La figura 2 (a, b, ¢) muestra la productividad de biomasa en funcién del tiempo
para los mejores tratamientos. En los primeros 5 dias de cultivo los tratamientos T3
(1,03mM nitrato y 20mM acetato) y T (1,47mM nitrato y 20mM acetato) obtuvieron
los valores mas altos de productividad de biomasa (3,5700g/I y 3,55009/I
respectivamente), demostrando que es posible obtener la mayor cantidad durante
la fase de crecimiento exponencial celular; sin embargo, el tratamiento Tg (2,94mM
nitrato y 20mM acetato) obtuvo la mayor productividad total (3,8300g/I de biomasa)
al transcurso de los 10 dias de cultivo; esta diferencia se debe a la cantidad de
nitrégeno presente en los tratamientos, porque ademas de tener la misma
concentracion de acetato, la concentraciébn de nitrégeno aparentemente esta

afectando la productividad de biomasa en el tiempo.
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Figura 2. Productividad de biomasa en funcién del tiempo a diferentes
concentraciones de acetato y nitrato (a) T; (1,03mM nitrato y 5mM acetato); T»
(1,03mM nitrato y 10mM acetato); T3 (1,03mM nitrato y 20mM acetato); control
(2,94mM nitrato y OmM acetato), (b) T4 (1,47mM nitrato y 5mM acetato); Ts
(1,47mM nitrato y 10mM acetato); Te (1,47mM nitrato y 20mM acetato); control
(2,94mM nitrato y OmM acetato), (c) T7 (2,94mM nitrato y 5mM acetato); Ts
(2,94mM nitrato y 10mM acetato); To (2,94mM nitrato y 20mM acetato); control
(2,94mM nitrato y OmM acetato)
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A partir de los resultados, se obtiene que la productividad de biomasa se
encuentra fuertemente ligada con la concentracion de acetato, por tanto a
mayores concentraciones en la fuente de carbono, mayor es la producciéon de
biomasa (p=0,0334). Por otra parte, debido a que la interaccién entre el tiempo y
la productividad reporta diferencias significativas (p=0,0000), es posible afirmar
que la formacién de biomasa varia con el tiempo. Otro factor que incide en la
cantidad de biomasa producida es la relaciébn carbono/nitrégeno, para el dia 5,
presenta diferencias significativas (p=0,0430), mientras que para los dias 10
(p=0,9288) y 15 (p=0,0798) no reporta variaciones, permitiendo asegurar que es
posible obtener mayores concentraciones de biomasa durante los primeros 10

dias de cultivo.

2.2 PRODUCTIVIDAD DE CARBOHIDRATOS EN FUNCION DEL TIEMPO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITRATO Y ACETATO.

La tabla 2 resume la produccion de carbohidratos en funcion del tiempo, en donde
se destacan las mayores productividades:Ts (1,47mM nitrato y 10mM acetato) al
dia 5, T7 (2,94 mM nitrato y 5mM acetato) al dia 10 y T3 (1,03mM nitrato y 20mM

acetato) al dia 15. Los resultados estadisticos muestran que la productividad de
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carbohidratos (tanto glucosa como xilosa) varia significativamente los dias 5
(p=0,0014) y 15 (p=0,0067), esto se debe principalmente al estrés celular ejercido
por la relacién carbono/nitrogeno; sin embargo al dia 10 no ocurren variaciones

significativas (p=0,2165).

Tabla 2. Productividad de Carbohidratos(g/l) en funcién del tiempo para los nueve

tratamientos.

TIEMPO (dias)
TRATAMIENTO 0 5 10 15

T1 0,0303 0,0249 0,0679 0,0276

T2 0,0303 0,0113 0,0208 0,0450

T3 0,0303 0,0313 0,0544 0,0939

T4 0,0303 0,0617 0,0359 0,0245

T5 0,0303 0,0928 0,0359 0,0426

T6 0,0303 0,0585 0,0716 0,0412

T7 0,0303 0,0319 0,0730 0,0305

T8 0,0303 0,0479 0,0515 0,0471

T9 0,0303 0,0571 0,0553 0,0449
CONTROL 0,0303 0,1607 0,0452 0,0536
VALOR ESTADISTICO(p) - 0,0014 0,2165 0,0067

Analizando la productividad de carbohidratos a través del tiempo (tabla 3), se
puede apreciar que para el tratamiento Ts se obtiene una produccion de
carbohidratos de 0,0928g/l al dia 5, correspondiente al 7% del total de la biomasa
y para Tz al dia 15, se obtiene 0,0939¢/l, lo cual representa la produccién mas alta,
sin embargo esto solo corresponde al 4% de la biomasa total, esta variacion en el
porcentaje se debe a cambios en la composicién de la biomasa durante el tiempo
de cultivo. Por otro lado, los tratamientos menos productivos son T, (1,03mM
nitrato y 10mM acetato) y Tg (2,94mM nitrato y 10mM acetato), con solo el 2% de
la biomasa total. Como se observa en los resultados, la concentracion de acetato
estéa relacionada con la produccion de carbohidratos, permitiendo afirmar que altas
concentraciones de dicho nutriente (20mM), incrementan la productividad de este
metabolito con el tiempo (p=0,0000), lo que concuerda con estudios realizados por
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Chinnasamy et al. (2009) y Laliberté (1993), quien plantea ademas que las
elevadas concentraciones de acetato, promueven la sintesis de clorofila y la

produccion de lipidos.

Tabla 3. Cantidad porcentual de Carbohidratos en la biomasa.

TRATAMIENTO DIA BIOMASA g/l CARBOHIDRATOS g/l CARBOHIDRATOS %
T3 15 2,5600 0,0939 4
T5 5 1,2813 0,0928 7
T2 15 2,6059 0,0450 2
T8 10 3,0115 0,0515 2
CONTROL 5 1,1173 0,1607 14

La distribucion de carbohidratos en funcion de la cantidad de xilosa y glucosa
cuantificada tanto en la biomasa como en el extracto de pigmentos para los
tratamientos mas productivos se muestra en la tabla 4. Segun la tesis de
carbohidratos escrita por Rueda & Alfonso (2012), durante la extraccion de
pigmentos, es posible solubilizar una cantidad considerable de carbohidratos,
debido a que la relacion carbono/nitrogeno puede aumentar la deposicion de estos

dentro de los pirenoides.

En la tabla 4 se observa que las concentraciones mas altas de xilosa para los
tratamientos T3y Ts se encuentran presentes en la biomasa; sin embargo para el
tratamiento T; esta distribuida entre el extracto y la biomasa en partes iguales. En
el caso de la glucosa, las mayores concentraciones para los tratamientos T3 Ts yTy

se encuentran presentes en la biomasa.
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Tabla 4. Concentracion de Xilosa y Glucosa (g/l) en la biomasa y el extracto de

pigmentos.
TRATAMIENTO T3 T5 T7 CONTROL
DIA 5 10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15

PIGMENTOS 0,0009 0,0081 0,0535 0,0734 0,0059 0,0041 0,0164 0,0455 0,0041 0,1354  0,0048 0,0091
XILOSA

BIOMASA 0,0159 0,0176 0,0184 0,0094 0,0158 0,0171 0,0110 0,0124 0,0131 0,0136 0,0377 0,0173

PIGMENTOS  0,0001 0,0071 0,0014 0,0024 0,0020 0,0001 0,0012 0,0071 0,0047 0,0051 0,0003 0,0084
GLUCOSA

BIOMASA 0,0144 0,0215 0,0206 0,0077 0,0121 0,0212 0,0033 0,0080 0,0085 0,0066 0,0023 0,0187

El fésforo juega un papel importante en la mayoria de procesos celulares,
especialmente los que estdn implicados en la generacién y transformacion de
energia metabdlica, por lo que es indispensable para el crecimiento y reproduccién
de las microalgas (Stewart, 1974). Aunque no existe una relacion directa entre la
cantidad de fésforo consumido y la produccién de carbohidratos, se puede
apreciar en la tabla 5, que dicho nutriente presenta cambios entre los dias 5y 15
(p=0,0000), para el caso del nitrégeno se aprecian variaciones significativas entre
los dias 0 y 10 (p=0,0000) del cultivo.

Tabla 5. Productividad de Carbohidratos en funcién del porcentaje de nitrégeno y

féosforo consumido.

PRODUCTIVIDAD CARBOHIDRATOS g/l

TRATAMIENTO DIA5  [NOsN] [POsP] DIA10 [NOsN] [PO,sP] DIA15 [NOsN] [PO,P]
T3 0,0313 95% 22% 0,0544 97% 32% 0,0939 97% 35%
T5 0,0928 91% 31% 0,0359 93% 36% 0,0426 94% 36%
T7 0,0319 93% 28% 0,0730 94% 44% 0,0305 99% 44%
CONTROL 0,1607 79% 21% 0,0452 79% 31% 0,0536 79% 31%
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2.3 PRODUCTIVIDAD DE PROTEINAS EN FUNCION DEL TIEMPO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITRATO Y ACETATO.

La productividad de proteinas en funcién del tiempo para los nueve tratamientos
se muestra en la tabla 6, se destacan por tener los mayores valores:T; (1,03mM
nitrato y 5mM acetato), T, (1,03mM nitrato y 10 mM acetato) en el dia 5y Tg
(2,94mM nitrato y 10mM acetato) en el dia 15. Resultados estadisticos muestran
que la productividad de proteinas varia significativamente el dia 5 (p=0,0001), por
tanto se puede afirmar que la relacion carbono/nitrégeno incide solamente hasta

este dia de cultivo.

Tabla 6. Productividad de Proteinas en funcion del tiempo para los nueve

tratamientos.

TIEMPO (dias)
TRATAMIENTO 0 5 10 15

T1 0,1356 0,4646 0,1115 0,2712

T2 0,1356 0,5153 0,1957 0,3567

T3 0,1356 0,3337 0,1484 0,1308

T4 0,1356 0,1650 0,2791 0,2831

TS5 0,1356 0,1115 0,2975 0,1504

T6 0,1356 0,3970 0,3143 0,1863

T7 0,1356 0,1926 0,0604 0,3197

T8 0,1356 0,1877 0,1145 0,5644

T9 0,1356 0,4142 0,0131 0,0793
CONTROL 0,1356 0,5886 0,2375 0,3353
VALOR ESTADISTICO (p) - 0,0001 0,7402 0,0689

Durante los 5 primeros dias del cultivo, T, produce 0,5153¢g/l de proteinas, lo que
corresponde al 23% del total de la biomasa (tabla 7), por otra parte, el tratamiento
Tgposee 0,5644g/l, siendo el valor mas alto de productividad (26% de la biomasa).
Sin embargo, al comparar los resultados con el tratamiento control (2,94mM nitrato
y OmM acetato) el cual produce 0,5886g/I de proteinas (53% de la biomasa total),

se puede apreciar que el contenido de nitrogeno en forma de nitrato en el medio
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(mayor concentracion) y no la fuente de carbono (en forma de acetato), afecta
positivamente la produccion de este metabolito durante el tiempo de cultivo de C.
vulgaris (p=0,0000), estos resultados concuerdan con los obtenidos por Fabregas
et al. (1989). Cabe mencionar que la deficiencia de nitrégeno influye sobre otros
aspectos de la fisiologia celular, incluyendo, una disminucién en la cantidad de
clorofila, afectando asi la habilidad de las células para realizar fotosintesis,
resultados que se reflejan en el déficit de la tasa de crecimiento microalgal (Ordog
et al., 2011). Del mismo modo, Farrill et al. (2003) encontraron que incubando
células en un medio libre de nitrégeno durante 6 dias, el contenido de proteinas

totales y solubles se reducia sustancialmente.

Tabla 7. Cantidad porcentual de Proteinas en la biomasa.

TRATAMIENTO DIA BIOMASA g/l PROTEINAS g/I % PROTEINAS
T2 5 2,2900 0,5153 23
T8 15 2,1899 0,5644 26
T5 10 2,0331 0,2975 15
T4 10 1,8519 0,2791 15
CONTROL 5 1,1173 0,5886 53

El consumo de nitrdgeno juega un papel fundamental en el incremento o
disminucién de la productividad de proteinas; a nivel bioguimico el déficit de este
nutriente influye directamente en la formacion de aminoacidos y a su vez limita la
traslacion del mRNA, reduciendo la sintesis de proteinas (Barsanti & Gualtieri,
2006). La tabla 8, muestra que el tratamiento con mayor productividad de dicho
metabolito (Tg) consume significativamente el nitrato presente en el cultivo (de
94% a 99%) entre los dias 10 y 15 (p=0,0020).
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Tabla 8. Productividad de Proteinas en funcion del porcentaje de nitrégeno y

fésforo consumido.

PRODUCTIVIDAD PROTEINAS g/I

TRATAMIENTO DIA 5 [NOs-N] [PO,-P] DIA 10 [NOs-N] [PO,-P] DIA 15 [NOs-N] [PO,-P]
T1 0,4646 88% 25% 0,1115 90% 38% 0,2712 91% 38%
T2 0,5153 86% 21% 0,1957 91% 37% 0,3567 91% 37%
T8 0,1877 93% 28% 0,1145 94% 35% 0,5644 99% 35%
CONTROL 0,5886 79% 21% 0,2375 79% 31% 0,3353 79% 31%

2.4 PRODUCTIVIDAD DE PIGMENTOS EN FUNCION DEL TIEMPO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITRATO Y ACETATO.

A continuacién se muestra la productividad de pigmentos en funcion del tiempo
para los nueve tratamientos (tabla 9); se puede apreciar que T3 (1,03mM nitrato y
5mM acetato), T4 (1,47mM nitrato y 5mM de acetato), y Ts (1,47mM nitrato y 10mM
acetato) en el dia 15, se destacan por ser los tratamientos con la mayor
productividad de este metabolito. Resultados estadisticos reportan diferencias
significativas en la produccion de pigmentos el dia 15 (p=0,0308), debido al efecto

ejercido por la relacién carbono/nitrégeno.

Tabla 9. Productividad de Pigmentos en funcién del tiempo para los nueve

tratamientos.

TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO 0 5 10 15
T1 0,0016 0,0290 0,0500 0,0762

T2 0,0016 0,0277 0,0398 0,0473

T3 0,0016 0,0236 0,0416 0,0454

T4 0,0016 0,0413 0,0497 0,0725

TS5 0,0016 0,0392 0,0462 0,0907

T6 0,0016 0,0268 0,0400 0,0364

T7 0,0016 0,0411 0,0407 0,0639

T8 0,0016 0,0328 0,0464 0,0463

T9 0,0016 0,0232 0,0353 0,0691

CONTROL 0,0016 0,0328 0,0598 0,1215
VALOR ESTADISTICO (p) - 0,4489 0,7348 0,0308
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Un andlisis en la productividad de pigmentos permite establecer que los
tratamientos T1 y Ts generan la mayor produccion de este metabolito (0,0762g/l y
0,0907g/l respectivamente). En la tabla 10 se aprecia que la productividad
alcanzada por T1 corresponde al 3% de la biomasa total y para Ts representa el
3%, comparando lo anterior con los tratamientos con menores productividades (Te:
1,47mM nitrato y 20mM acetato; Tg: 2,94mM nitrato y 10mM acetato), para el dia
15, se observa que para el caso de Tg un valor de 0,0463g/l de pigmentos solo
constituye el 2% de la biomasa total y para T¢ con una productividad de 0,0364g/I
de pigmentos, el porcentaje disminuye considerablemente hasta 1%. La
disminucién en la productividad ocurre porque las células no solo obtienen
energia y carbono de la fotosintesis del CO, presente en el aire, sino de la
fosforilacion oxidativa del acetato (Sansawa & Endo, 2004), vale la pena
mencionar, que una fuente de carbono diferente a CO, puede causar una
disminucién en la tasa fotosintética de la célula afectando asi la productividad de
pigmentos (Yang et al., 2000).

De los resultados anteriores se puede afirmar que los cultivos con bajas
concentraciones de acetato reportan valores de productividad mas altos y
muestran mayor actividad fotosintética al dia 15, lo cual concuerda con los
experimentos efectuados por Syrett et al. (1963), dichas practicas consistian en
realizar montajes de cultivos mixotréficos en ambientes libres de CO, con el fin de

regular la sintesis celular de clorofila para ahorrar energia.

Tabla 10. Cantidad porcentual de Pigmentos en la biomasa.

TRATAMIENTO DIA BIOMASA g/l PIGMENTOS g/l % PIGMENTOS
T1 15 2,4860 0,0762 3
T5 15 2,8952 0,0907 3
T6 15 2,8700 0,0364 1
T8 15 2,1899 0,0463 2
CONTROL 15 2,4310 0,1215 5
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La clorofila es el mecanismo fotosintético mas importante en algas verdes, pues se
encarga de tomar la energia solar y el CO, para generar el flujo metabdlico en el
crecimiento celular y acumulacion de diferentes metabolitos (Ordog et al., 2011).
Las células acumulan grandes cantidades de moléculas de clorofila cuando la
fuente de nitrégeno se encuentra altamente disponible. Entonces, cuando se
agotan las fuentes externas de nitrdgeno, las células comienzan a utilizar la
clorofila como una fuente de nitrogeno intracelular (Bidigare, 1993). Como se
puede observar en la tabla 11, la mayor parte del nitrato disponible en el cultivo, es
consumido durante los primeros 5 dias y posteriormente C. vulgaris, utiliza la
clorofila como fuente externa de nitrdgeno, permitiendo alcanzar una alta

productividad de pigmentos hacia el dia 15.

Tabla 11. Productividad de Pigmentos en funcion del porcentaje de nitrégeno y

féosforo consumido.

PRODUCTIVIDAD PIGMENTOS g/l

TRATAMIENTO DIA 5 [NOs-N] [PO,-P] DIA 10 [NOa-N] [PO,-P] DIA 15 [NOa-N] [PO,-P]
T1 0,0290 88% 25% 0,0500 90% 38% 0,0762 91% 38%
T4 0,0413 92% 33% 0,0497 94% 40% 0,0725 95% 40%
T5 0,0392 91% 31% 0,0462 94% 36% 0,0907 94% 36%
CONTROL 0,0328 79% 21% 0,0598 79% 31% 0,1215 79% 31%

2.5 PRODUCTIVIDAD DE LIPIDOS EN FUNCION DEL TIEMPO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE NITRATO Y ACETATO.

La tabla 12 resume la produccion de lipidos en funcion del tiempo, en ella se
destacan los tratamientos T3 (1,03mM nitrato y 20mM acetato), T7 (2,94mM nitrato
y 5mM acetato) al dia 10 y Tg (2,94mM nitrato y 10mM acetato) al dia 5 por
poseer las mayores productividades deeste metabolito. Resultados estadisticos

muestran que la productividad de lipidos varia significativamente los dias 5
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(p=0,0000), 10 (p=0,0001) y 15 (p=0,0014) debido al efecto ejercido por la relacion
carbono/nitrégeno.

Tabla 12. Productividad de Lipidos en funcién del tiempo para los nueve

tratamientos.

TIEMPO (dias)
TRATAMIENTO 0 5 10 15

T1 0,0140 0,0599 0,0049 0,0225

T2 0,0140 0,0035 0,0085 0,2034

T3 0,0140 0,0318 0,2403 0,0143

T4 0,0140 0,0018 0,0169 0,0183

T5 0,0140 0,1685 0,0016 0,0041

T6 0,0140 0,0332 0,0113 0,0088

T7 0,0140 0,0059 0,5003 0,0010

T8 0,0140 0,3018 0,0148 0,0053

To 0,0140 0,0204 0,0237 0,0169
CONTROL 0,0140 0,0270 0,0111 0,0497
VALOR ESTADISTICO (p) - 0,0000 0,0001 0,0014

Microalgas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la
elaboracion de biodiesel, razon por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la
biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabdlica y la
robustez del microorganismo, son relevantes para su selecciéon (Chisti, 2007;
Rosenberg et al., 2008). La determinacion del contenido oleaginoso de las
microalgas resulta complicada a causa de su variacion ante condiciones distintas
de cultivo; el crecimiento en ambientes desfavorables o bajo situaciones de estrés,
frecuentemente conlleva al incremento de la fraccion lipidica, aunque en
detrimento de la productividad lipidica del cultivo. Los lipidos comprendidos en las
microalgas por lo general constituyen del 20 al 50% de su peso seco (Arredondo &
Vazquez-Duhalt, 1991).

Los lipidos transesterificables presentes en la biomasa, se midieron en base seca,

con el fin de maximizar la eficiencia de la extraccion (Gonzalez, 2012). La tabla 13
muestra que los tratamientos T; (2,94mM nitrato y 5mM acetato) el dia 10 y Tg
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(2,94mM nitrato y 10mM acetato) el dia 5, alcanzan la produccion més alta de
lipidos 0,5003g/l y 0,3018g/l respectivamente, para el caso de T7, esta cantidad
representa 21% de la biomasa total y en Tg, 14% de dicha biomasa. Comparando
estos resultados con los de los tratamientos Ts (1,47mM nitrato y 10mM acetato) y
Te(1,47mM nitrato y 20mM acetato) para el dia 5, se observa que hay disminucién
en la productividad de lipidos 0,1685g/l correspondiente al 13% de la biomasa total
para Ts y 0,0332¢g/l referido al 1% de dicha biomasa para Te, esto se debe al

efecto ejercido por la relacion carbono/nitrogeno,

Tabla 13. Cantidad porcentual de Lipidos en la biomasa.

TRATAMIENTO DIA BIOMASA g/l LIPIDOS g/l % LIPIDOS
T7 10 2,3634 0,5003 21
T8 5 2,1613 0,3018 14
T5 5 1,2813 0,1685 13
T6 5 3,5460 0,0332 1
CONTROL 15 2,4310 0,0497 2

La cantidad total de lipidos, asi como la tipologia de los acidos grasos presentes,
ademas de ser especifica para cada especie de alga, esta ligada a factores
ambientales como la intensidad Iuminosa, pH, salinidad, temperatura,
concentracion de nitrdgeno y otros nutrientes en el medio de cultivo (Alvarez
Cobelas, 1989).En la tabla 14, se puede observar que la maxima cantidad de
fosfato presente en el medio de cultivo, se consume entre los dias 5y 10, mientras
qgue el nitrbgeno no presenta cambios significativos. Por tanto se afirma que la
concentracion de fésforo se encuentra ligada con la productividad de lipidos, en el
caso puntual de T7 con una productividad méaxima de (0,5003g/l), se aprecia que el

cambio porcentual es significativo (de 28% a 44%) entre estos dias.
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Tabla 14. Productividad de Lipidos en funcién del porcentaje de nitrégeno y

fésforo consumido.

PRODUCTIVIDAD LIiPIDOS g/l

TRATAMIENTO DIA5 [NOsN] [PO;P] DIA10 [NOsN] [PO;P] DIA15 [NOsN] [PO,P]
T3 0,0318 95% 22% 0,2403 97% 32% 0,0143 97% 35%
T7 0,0059 93% 28% 0,5003 94% 44% 0,0010 99% 44%
T8 0,3018 93% 28% 0,0148 94% 35% 0,0053 99% 35%
CONTROL 0,0270 79% 21% 0,0111 79% 31% 0,0497 79% 31%

2.6 COMPOSICION PORCENTUAL DE LA BIOMASA EN FUNCION DEL
TIEMPO.

En las figuras 3a, 3b y 3c, se presenta la composicion porcentual de
carbohidratos, proteinas, lipidos, pigmentos y biomasa sin caracterizar durante el
tiempo de cultivo (5, 10 y 15 dias) para los nueve tratamientos. Por ser
organismos unicelulares, la biomasa microalgal posee productos de interés, a
diferencia de las plantas superiores en las que los productos recuperables se
encuentran en sitios u érganos especificos lo que dificulta su extraccion. Debido a
esto, la induccion fisioldgica para la produccion de compuestos de alto valor
comercial como proteinas, lipidos, glicerol, pigmentos, enzimas y biopolimeros es
facilmente realizable (Shin et al., 1998), (Shinto et al., 2008).

Una de las principales ventajas de implementar la relacién carbono/nitrégeno, es
el aumento significativo de la biomasa producida; al utilizar un medio de cultivo
como Bold basal con una concentracion celular inicial especifica para C. vulgaris
UTEX 1803, es posible obtener en 10 dias 1,8400¢g/| de biomasa, en cambio al
aplicar una relacion entre la fuente de carbono y nitrégeno (tratamiento Tg), se
obtienen 3,8900¢/I lo cual representa un aumento de hasta 2 veces la cantidad de
biomasa producida. Sin embargo, el hecho de modificar el medio, conlleva a
cambiar drasticamente la proporcién de los diferentes metabolitos celulares, es por

esto que es posible separar los tratamientos propuestos y plantear escenarios de
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produccién de biomasa de microalgas con miras a la obtencion de metabolitos de
valor agregado; para el caso de los carbohidratos se tiene que T3 produce hasta
0,0939¢g/l (4% de la biomasa total) al dia 15 (Figura 3c) y el control hasta
0,1607¢g/l (14% de la biomasa total) en solo 5 dias de cultivo (Figura 3a). La
diferencia significativa entre los tratamientos, permite escoger como mejor
escenario de produccion al control; otro beneficio es el corto tiempo en el cual se
metabolizan los carbohidratos (para este caso glucosa y xilosa) ademas de no
necesitar una fuente de carbono organico como el acetato para obtener altas

concentraciones de este metabolito.

Figura 3. (a) Composicion porcentual de la biomasa en el dia 5 de cultivo, (b)
Composicion porcentual de la biomasa en el dia 10 de cultivo y (c) Composicion

porcentual de la biomasa en el dia 15 de cultivo.
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Para la produccion de proteinas se tiene que con el tratamiento Tg al dia 15 se
obtienen 0,5644g/l (26% de la biomasa total), por otro lado el tratamiento control
produce 0,5886¢g/l (53%) en solo 5 dias. Al igual que para el caso de
carbohidratos, la diferencia significativa entre los tratamientos, permite escoger
como mejor escenario de produccién al tratamiento control. A diferencia de
carbohidratos y proteinas, la sintesis lipidica se ve fuertemente influenciada por la
relacion carbono/nitrogeno, permitiendo escoger como mejor tratamiento a T, el
cual alcanza un valor de 0,5003g/lI al dia 10; esta productividad corresponde al

21% de la biomasa total, representandoun aumento de hasta 10 veces respecto al

()
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control. Esta diferencia significativa permite elegir como mejor escenario de
produccion al tratamiento T7; aunque a diferencia del escenario de carbohidratos y
proteinas, este requiere un mayor tiempo de cultivo y una modificacion en la
concentracion de carbono organico (5mM). Debido al bajo porcentaje que
representan los pigmentos totales en la biomasa (hasta 5% en 15 dias), es posible
aprovechar este metabolito en cada uno de los escenarios escogidos.

Uno de los parametros necesarios para la produccién de biomasa en sistemas de
cultivo semi-continuos, es la cantidad de nutrientes requeridos en cada lote de
produccién. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio y
proponiendo el nitrato (NO3-N) y fosfato (PO4-P) como los nutrientes mas
influyentes en la produccién tanto de biomasa como de cada uno de los
metabolitos especificos (carbohidratos, proteinas, pigmentos vy lipidos), el
escenario para la obtencion de carbohidratos y proteinas (control) requiere que
cada 5 dias se adicione 79% del nitrato y el 21% del fosfato inicial en el medio de
cultivo, en cambio para la obtencion de lipidos (T-7) es necesario adicionar cada 10
dias 94% del nitrato y 44% del fosfato inicial. El acoplar escenarios de cultivo de
microalgas, con un sistema de aprovechamiento como la biorefineria, permite
valorizar la biomasa generada, debido a la presencia de otros metabolitos en
menor proporcién que pueden ser utilizados en las diferentes corrientes dentro del

proceso.
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CONCLUSIONES

1. Las modificaciones en el medio, generadas por la adicion de concentraciones
especificas de nitrato y acetato de sodio, ademas del tiempo de cultivo,
permiten potencializar tanto la productividad de biomasa como la de metabolitos
especificos; para el caso de estudio, el escenario Ty produjo la mayor cantidad
de biomasa reportada (3,8300g/I en 10 dias), incrementando hasta dos veces la
produccion de biomasa respecto al control (1,8400g/1).

2. El mejor escenario para la obtencion de carbohidratos (glucosa y xilosa) fue el
control con una productividad de 0,1607g/l (correspondiente al 14% de la
biomasa total) en 5 dias de cultivo y un consumo de 79% del nitrato y el 21%

del fosfato inicial en el medio.

3. Altas concentraciones en la fuente de nitrégeno (2,94mM) y la ausencia de una
fuente de carbono organico, incrementan la productividad de proteinas en C.
vulgaris; por tanto, es posible definir como mejor escenario al control, con una
productividad de 0,5886g/l (correspondiente al 53% de la biomasa total) en 5
dias de cultivo y un consumo de 79% del nitrato y el 21% del fosfato inicial en el

medio.

4. Es posible aprovechar cada uno de los escenarios propuestos para la produccion
de pigmentos, debido al bajo porcentaje que representa este metabolito en la
biomasa total obtenida (hasta 5%), durante los 15 dias de cultivo.

5. El mejor escenario para la obtencion de lipidos fue Tz, con una productividad de
0,5003g/l (correspondiente al 21% de la biomasa total, el cual representa un
aumento de hasta 10 veces respecto al tratamiento control) en 10 dias de

cultivo y un consumo de 94% del nitrato y el 44% del fosfato inicial en el medio.
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RECOMENDACIONES

En estudios posteriores, ademas de xilosa y glucosa, es recomendable
cuantificar otros carbohidratos fermentables como manosa y arabinosa, que son
fuentes alternativas para la produccion de bioetanol, también es posible
determinar el porcentaje de ceniza, la cantidad de lipidos totales, carotenoides,
biopolimeros, enzimas, entre otros compuestos, que pueden estar presentes en
la biomasa sin caracterizar, con el fin de disefiar sistemas integrales para el

aprovechamiento y valorizacién de biomasa a partir de microalgas.
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